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FACS 解析で測定したところ、クリ、シロハナマメ、トチ蜂蜜において Gr-1、TLR2 抗原の有











単花蜂蜜と呼ばれ、Manuka honey、Acacia honey などがよく知られている。蜂蜜の一般的な




蜂蜜による免疫機能への影響としては、Jelly bush honey、Manuka honey、Pasture honey
による MonoMac-6 単球細胞株の TNF-α、IL-1β、IL-6 の発現増加8,9）や、Manuka honey に含















について、in vitro と in vivo 系で検討した。
2．材料及び方法
1．実験動物


















を使用した。細胞は R（＋）培養液［RPMI1640（ナカライテスク）500ml に 10%FCS、ペニ
シリン（明治製菓）100U/ml、ストレプトマイシン（明治製菓）100μg/ml］により、10cm シャー
レ（FALCON）で 3～4 日おきに継代し、維持した。継代は、3 日目もしくは 4 日目の細胞を
トリプシン－EDTA 溶液［0.25％ トリプシン：0.02%EDTA＝1 : 1（ナカライテスク）］2ml を
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した後、1000rpm、5 分間、4℃ で遠心した。遠心後、R（＋）に懸濁し、0.2％ トリパンブルー
を用いて色素細胞排除試験法にて、血球計算盤上で生細胞数を算定した。
2）Raw264.7 細胞の培養
96 穴細胞培養プレートに、R（＋）で 1×106 個/ml に調製した Raw264.7 細胞浮遊液 100μl
を加え、生食水で 50mg/ml に調製した蜂蜜、グルコース、フルクトース、スクロース、陽性
コントロールとして 1μg/ml に調製した LPS10μl、陰性コントロールとして生食水 10μl 添加
し、R（＋）で全量を 200μl/well にした。その後、37℃、24 時間培養した。培養後、上清を





サイトカイン全 RNA の抽出は、上記で得た細胞溶解液 100μl に、H2O-phenol100μl、2M
Sodium Acetate10μl、CIAA40μl を加えて撹拌し、15000rpm、5 分間、4℃ で遠心した。その
後、新しいエッペンチューブに上清 100μl を移し、100％ エタノール 200μl を加えて撹拌した
後、－80℃、15 分間静置した。再び 15000rpm、30 分、4℃ で遠心し、上清を取り除き、Solution
D 300μl、Phenol/CIAA300μl を加え撹拌し、15000rpm、5 分間、20℃ で遠心した。遠心後、
新しいエッペンチューブに上清 300μl を取り、100％ エタノールを 700μl 加え撹拌し、－80℃、
15 分間静置した。その後、15000rpm、20 分、4℃ で遠心し、上清を取り除き、75％ エタノー
ル 1000μl を加え撹拌し、15000rpm、10 分、4℃ で遠心して上清を取り除き、アスピレーター
で 20 分間乾燥させ、全 RNA を得た。
2）cDNA の作製
上記の全 RNA に滅菌水 10μl、ランダムプライマー（宝酒造）1μl を加えて撹拌し、65℃、5
分間静置した後、氷上で 5 分間静置した。その後、25mM dNTP0.8μl、0.1MDTT（invitrogen）
4μl、5×First-Strand Buffer（invitrogen）8μl、dH2O15.2μl、MLV（invitrogen）1μl を順に加
え、撹拌し 15000rpm で軽く遠心後、37℃、45 分間恒温槽で反応させた。その後、65℃、10
分間静置し酵素を失活させ、さらに氷上で 10 分間静置後、－20℃ で保存し cDNA を作製した。
3）PCR
PCR は、上記で得た cDNA1μl を 0.2ml チューブに取り、sense、anti-sense 各プライマ ［ーβ-
actin、IL-1β、CXCL2（invitrogen）］をそれぞれ 0.75μl、滅菌水 7.5μl、2×Go-Taq Green Master
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Mix（Promega）10μl を加え撹拌し、軽く遠心後、DNA Engine Thermal Cycler を用いて、β-
actin は 24 サイクル、IL-1β、CXCL2 は 28 サイクル行い cDNA を増幅させた。なお、1 サイ












40％ アクリルアミド 7ml、滅菌水 27.75ml、10×TEB 1.75ml、TEMED 44μl、10%APS350μl
を加えて撹拌し、ガラス版に流し込み 8％ アクリルアミドゲルを作成した。その後、上記で得
た PCR 産物 18μl をゲルの溝に流し込み、45mA、90 分電気泳動を行った。分子量マーカーは、
pBR322 DNA-MSPⅠDigest（BioLads）1μl を使用し、同様に電気泳動を行った。電気泳動後、
ゲルをエチジウムブロマイドで 20 分間染色し、蒸留水で軽く洗浄した後、遺伝子定量解析シ
ステムで PCR 増幅産物のバンドを検出した。検出したバンドは、Scion Image（Scion
Corporation）を使用して解析を行い、それぞれのサイトカイン mRNA の発現は、サイトカイ






24 時間後、マウスを CO2 で安楽死させた後、ハサミとピンセットを使いマウスの皮膚を切
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皮し、腹膜を露出させ、27G の注射針の付いた注射器で腹腔内に冷 PBS（－）を約 8ml 注射し、
腹腔をよく揉み、22G の注射針に付け替えた注射器で腹腔洗浄溶液を回収した。回収後、洗浄
液を 1000rpm、4℃、10 分間遠心した後、上清を捨て、沈渣に PBS（－）を加え、トリパンブ










Dot Plot は、上記で得られた細胞浮遊液 100μl を、FACS sort（BD.Bioscience）を用い、腹




細胞表面抗原は、上記で回収した腹腔細胞液 100μl（1×105 個）に FITC 標識をした抗 CD11
b 抗体（B.D. Bioscience）0.5mg/ml、抗 TLR2 抗体（e. Bioscience）0.5mg/ml を 1μl、PE 標
識をした抗 Gr-1 抗体（B.D. Bioscience）0.2mg/ml、抗 CD14 抗体（B.D. Bioscience）0.2mg/
ml、抗 TLR4 抗体（e. Bioscience）0.2mg/ml を 2.5μl、Mouse BD Fc Block［Purified Rat Anti-
Mouse CD16/CD32（B.D. Bioscience）］で非特異染色の原因である Fc レセプターの結合をブ
ロックした後 FITC 標識をした抗 F4/80 抗体（abcom）0.1mg/ml を 5μl 加え、PBS（－）で全
量を 200μl にし、4℃、45 分間反応させた。非染色として、細胞浮遊液 100μl に PBS（－）100μl
を加え、同様に反応させた。反応終了後、FACS 緩衝液（9.6gNaN3、FCS10ml、10mg/ml Ca2＋
Mg2＋溶液 10ml を蒸留水で 1000ml にしたもの）2ml を加え、1000rpm、4℃、10 分間遠心洗
浄を 2 回行った。遠心洗浄後、上清を除去し、300μl の FACS 緩衝液を加え FACS sort を用






（standard devision: S. D.）で表示した。有意差検定は student’s-test によりコントロール群と
蜂蜜群を比較し、p 値を求め p＜0.05 を有意とした。
3．結 果
1．日本国産蜂蜜添加による in vitro系でのサイトカインmRNA発現への影響
Raw264.7 細胞の IL-1β mRNA 発現比率は、生食水添加 0.377±0.097（mean±SD）に比べ、
クリ添加 0.990±0.079、シロハナマメ添加 0.922±0.100、ミカン添加 0.709±0.211、トチ添加 0.882
±0.123、ビワ添加 0.763±0.116、LPS 添加 0.974±0.112 で、有意（p＜0.001）、アカシア添加 0.627
a）IL-1βmRNA 発現比率
b）CXCL2mRNA 発現比率
図 1 日本国産蜂蜜添加による Raw264.7 細胞のサイトカイン mRNA 発現への影響
蜂蜜最終濃度（2.5mg/ml）, ＊: P＜0.05, ＊＊: P＜0.01, ＊＊＊: P＜0.001
田中 美子・髙崎摩依子・瀧谷 崇大・高橋 純一・廣野由里子・竹内 実 7
±0.020 で、有意（p＜0.01）な増加が認められた。ソバ添加 0.346±0.070、クロガネモチ添加
0.448±0.183、シロハナセンダングサ添加 0.475±0.095、フカ添加 0.369±0.172、レンゲ添加 0.394
±0.153、百花添加 0.405±0.274、グルコース添加 0.350±0.107、フルクトース添加 0.309±0.169、
スクロース添加 0.248±0.127 では有意な差は見られなかった（図 1a）。
Raw264.7 細胞の CXCL2 mRNA 発現比率は、生食水添加 0.490±0.180 に比べ、クリ添加 1.042
±0.044、LPS 添加 1.021±0.175 で、有意（p＜0.001）、シロハナマメ添加 0.893±0.222 で、有
意（p＜0.01）、トチ添加 0.768±0.116 で、有意（p＜0.05）な増加が認められた。ソバ添加 0.663
±0.068、クロガネモチ添加 0.362±0.190、シロハナセンダングサ添加 0.345±0.035、ミカン添
加 0.577±0.167、ビワ添加 0.796±0.282、フカ添加 0.493±0.144、レンゲ添加 0.473±0.161、ア
カシア添加 0.639±0.119、百花添加 0.500±0.094、グルコース添加 0.0550±0.138、フルクトー
ス添加 0.484±0.219、スクロース添加 0.472±0.215 では有意な差は見られなかった（図 1b）。
2．日本国産蜂蜜投与による in vivo系での腹腔総細胞数と細胞分画への影響




腹腔総細胞数は、生食水投与 2.3±0.42×106 個/匹（mean±SD）に比べ、クリ投与 6.8±1.7


















Gr-1 陽性細胞比率は、生食水投与 6.57±2.86（mean±SD）に比べ、クリ投与 63.10±16.03、
シロハナマメ投与 64.29±3.68、トチ投与 57.69±6.69 で有意（p＜0.001）な増加が認められた。
CD14 陽性細胞比率は、生食水投与 17.94±8.18 に比べ、クリ投与 33.14±7.06、シロハナマメ
投与 33.95±6.64、トチ投与 30.29±8.98 で有意な差は認められなかった。TLR4 陽性細胞比率
は、生食水投与 47.31±3.31 に比べ、クリ投与 52.07±2.52、シロハナマメ投与 41.34±6.40、ト
a）細胞数
b）細胞分画
図 2 日本国産蜂蜜投与による腹腔細胞の細胞分画への影響→：好中球, 蜂蜜投与量
（100mg/匹）, ＊＊＊: P＜0.001
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チ投与 41.42±3.23 で有意な差は認められなかった。CD11b 陽性細胞比率は、生食水投与 43.41
±3.43 比べ、シロハナマメ投与 69.22±3.31 で有意（p＜0.001）、トチ投与 63.11±6.26 で有意（p
＜0.01）な増加が認められた。クリ投与 65.00±18.52 では有意な差は認められなかった。TLR
2 陽性細胞比率は、生食水投与 37.23±1.16 に比べ、シロハナマメ投与 68.60±1.53、トチ投与
57.29±3.64 で有意（p＜0.001）、クリ投与 68.48±10.30 で有意（p＜0.01）な増加が認められた。
F4/80 陽性細胞比率は、生食水投与 50.31±2.62 に比べ、クリ投与 55.85±10.66、シロハナマメ
投与 44.67±3.54、トチ投与 41.17±9.61 で有意な差は認められなかった（図 4a～f）。
4．考 察
蜂蜜は食用として世界中で親しまれているが、食用だけではなく、健康維持や創傷の治療薬










（100mg/匹），＊: P＜0.05, ＊＊: P＜0.01, ＊＊＊: P＜0.001






ジや好中球に作用し、好中球流入にかかわるケモカインである CXCL2 mRNA 発現について






次に、IL-1βと CXCL2 の主要産生細胞である腹腔マクロファージについて、Raw264.7 細胞
で IL-1β、CXCL2mRNA の発現増加が認められたクリ、シロハナマメ、トチ蜂蜜を用いて in
vivo 系で検討した。クリ、シロハナマメ蜂蜜投与で、腹腔総細胞数の有意な増加、トチ蜂蜜
投与で増加傾向が認められた。この腹腔細胞の増加は、ナイジェリア産の蜂蜜や11,12）、他の天





蜂蜜の腹腔内投与により増加した細胞を調べるため、FACS を用いて解析した。Dot Plot へ
の影響は、蜂蜜投与により、FSC300～600、SSC400～600 の領域に、コントロール群では認
められない新たな細胞集団が認められた。さらに、表面抗原陽性細胞比率への影響を調べるた
め、抗 Gr-1 抗体、抗 CD14 抗体、抗 TLR4 抗体、抗 CD11b 抗体、抗 TLR2 抗体、抗 F4/80
抗体を用いて検討したところ、蜂蜜投与により、Gr-1、TLR2、CD11b の有意な発現増強が認
められた。これらの結果と形態学的な観察により、腹腔内に増加した細胞は好中球であること






が LPS によることが考えられる19）。LPS は特異的に TLR4 を認識する。TLR4 はグラム陰性
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菌を認識する受容体であり、LPS は CD14 に結合し、CD14 から TLR4 と MD-2 の複合体に受
け渡され、結合したシグナルは Iκ-B から NF-κB を遊離させ、NF-κB を活性化し、マクロファー
ジを活性化させ、IL-1βや IL-6 などの炎症性サイトカインを発現し、炎症反応を誘導する20,21）。
今回の結果より、蜂蜜投与による腹腔細胞の CD14、TLR4 の細胞表面抗原の発現に差は見ら
れなかった。このことにより、蜂蜜による免疫活性の増強は、CD14、TLR4 を介した LPS に
よるものではないこと、および日本国産蜂蜜は、TLR4 を認識せずに免疫機能を増強させる可
能性が示唆された。一方、Manuka honey に含まれる 5.8kDa の物質が TLR4 を介して TNF-α
の発現増加させることが報告されており10）、これらの報告とは異なる結果が得られた。これは、







る25）。一方、Thyme honey 添加で Raw264.7 細胞の PGE2、COX2 の発現は濃度依存的に増加
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Effect of Japanese honey on immune functions








Honey is natural edible product collected by Apis mellifera. Honey is not only for food, widely
used in the world for the health maintenance, cold, dermatitis and treatment of wound. We
previously reported that honey in Nigeria indicates the immunological effect. But Japanese honey
have not been yet fully investigated on the immune function. Therefore, we investigated the
effect on the immune function in vitro and in vivo systems using twelve Japanese honeys. In the
in vitro system, six kinds and three kinds of honeys significantly enhanced IL-1β and CXCL2
mRNA expressions. In the in vivo system, two kinds of honeys significantly increased peritoneal
cells and percentage of neutrophils in mice. Furthermore, two kinds of honeys significantly
increased percentage of Gr-1, TLR2 and CD11b surface antigens positive cells in peritoneal cells.
Percentage of CD14, TLR4 and F4/80 surface antigens positive cells were not significantly
increased. These results suggest that neutrophil was induced by production of CXCL2 via
augmentation of IL-1β mRNA through the activation of macrophage mediated with TLR2 by
Japanese honey.
Keywords: Japanese honey, macrophage, neutrophil, cytokine, cell surface antigen
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